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Resumo:
A má alimentação característica dos dias atuais está relacionada com o aumento 
signicativo de doenças crônicas não transmissíveis, sendo a dieta equilibrada, aliada 
ao consumo de antioxidantes naturais, um objeto para reversão deste quadro. Os 
metabólitos secundários presentes em vegetais são alternativas de inibidores de 
radicais livres. Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade 
antioxidante de Eruca sativa, a rúcula, utilizando-se o ensaio de redução do radical 
DPPH e o método de formação do complexo fosfomolibdênio; e avaliar toxicidade 
frente à Artemia salina e investigar a atividade hemolítica. O extrato etanólico de Eruca 
sativa apresentou potencial antioxidante no ensaio de redução do complexo do 
fosfomolibdênio, não mostrou atividade hemolítica e foi considerado ativo na avaliação 
de toxicidade frente à Artemia salina. Os resultados demonstram a importância de mais 
testes para avaliação da capacidade antioxidante. 
Palavras-chave: Eruca sativa; rúcula; atividade antioxidante; toxicidade.
Abstract: 
Inadequate supply characteristic in these days is directly related to the signicant 
increase of chronic diseases. A well balanced diet that includes the consumption of 
natural antioxidants is the tool for this frame. Secondary metabolities  present in 
vegetables are a good alternatives to inhibit that action of free radical. Thus, this study 
aims to evaluate the antioxidant activity of Eruca sativa, rúcula, by using DPPH radical 
reducing assay and phosphomolibdenium complex formation assay; evaluate 
preliminary toxicity by Artemia salina assay and determine heamolytic activity. The 
ethanolic extract of Eruca sativa results showed that it has antioxidant potential in 
phosphomolibdenium complex formation assay. The same sample did not show any  
hemolytic activity and was considered active in the evaluation of preliminary toxicity on 
Artemia salina microcrustaceams. These results can be considered of signicant value 
15
 Visão Acadêmica, Curitiba, v.13, n.3, Jul. - Set./2012 - ISSN 1518-5192
for further analysis on toxicity and pharmacology evaluation.
Keywords: Eruca sativa; antioxidant activity, toxicity.
1. INTRODUÇÃO
Na atualidade o aumento signicativo da incidência de doenças, como as 
doenças crônicas não transmissíveis (DCNT), está relacionado ao processo de 
transição nutricional em que os hábitos alimentares mundiais se modicaram e o perl 
nutricional da população passou a ser outro. (BATISTA FILHO & RISSIN, 2003)
Escolhas alimentares inadequadas, dentre outros fatores, podem 
desencadear um quadro de estresse oxidativo, sendo uma das causas mais reportadas 
na literatura atual do desencadeamento de DCNT. (RAO & AGARWAL, 2000; SOUSA 
et al., 2007; VANNUCCHI et al., 1998)  De acordo com Sies e Stahl (1995), o estresse 
oxidativo, consiste de um desequilíbrio entre a defesa antioxidante e a produção de 
espécies reativas de oxigênio (EROs), os radicais livres. Estes são produto ou 
resultado das reações de oxido-redução, cedendo o elétron solitário e tendo por 
conseqüência, sua oxidação; ou recebendo outro elétron, reduzindo-se; podendo ser 
decorrentes tanto do processo de metabolismo celular, ou devido à exposição a fatores 
exógenos. (CERUTTI, 1991; FERREIRA & MATSUBARA, 1997; HALLIWELL & 
WHITEMAN, 2004)
A atuação da atividade antioxidante no controle de doenças ocorre pela sua 
função de bloquear e estabilizar os radicais livres por diferentes meios, agindo 
diretamente na neutralização de sua ação, ou participando indiretamente de sistemas 
enzimáticos com esta função. (ANDERSON, 1996; SHAMI & MOREIRA, 2004)
O excesso de radicais livres pode ser combatido por antioxidantes endógenos, 
e fontes exógenas podem atuar em seu lugar, sendo a dieta grande colaboradora para 
um aumento da atividade antioxidante. (SHAMI & MOREIRA, 2004) A inserção de 
produtos vegetais é uma alternativa de antioxidantes naturais, devido aos seus 
compostos fenólicos que inibem a formação de radicais livres. (DROGE, 2002; 
MORAIS et al., 2009)
A rúcula (Eruca sativa), pertencente a família da Brassicacea, é um exemplar 
de hortaliça comum nas regiões de colonização italiana no Brasil e originária da Região 
Mediterrânea e da Ásia Ocidental, apreciada pelo cheiro acentuado e agradável e 
sabor picante. É consumida em forma de salada, ou em preparações elaboradas, cujo 
 
consumo vem crescendo no país. (  SALA et al., 2004)GOULART & TILLMANN, 2007;
Goulart e Tillmann (2007) citam suas propriedades como sendo grande fonte de ferro, 
vitaminas A e C, e minerais.
Dentre os métodos para avaliar a atividade antioxidante, estão o método de 
redução do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e o método de formação do 
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complexo fosfomolibdênico. (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER & BERSET, 1995; PRIETO, 
PINEDA, & AGUILAR, 1999) O método de complexação pelo fosfomolibdênio é uma 
maneira barata e simples de avaliar a capacidade antioxidante total de uma mistura 
complexa de compostos como é o caso de extratos obtidos de plantas, bem como suas 
frações. (PRIETO, PINEDA, & AGUILAR, 1999) Compostos vegetais que possuem 
atividade antioxidante interagem com o DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila; radical livre 
e estável) permutando os elétrons ou átomos de hidrogênio para o radical livre, 
reduzindo-o. (MENSOR, 2001)
Para avaliar a toxicidade, foram realizados ensaios preliminares como a 
determinação da atividade hemolítica e teste de toxicidade frente à Artemia salina. 
(MEYER et al., 1982)
O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante eo potencial tóxico 
do extrato etanólico de Eruca sativa, utilizando os métodos de redução do radical 
DPPH e formação do complexo fosfomolibdênico; a toxicidade frente à Artemia salina e 
atividade hemolítica.
2. MATERIAL  E  MÉTODOS
2.1 Material Vegetal
A amostra, composta pelas raízes e partes aéreas de Eruca sativa orgânica, foi 
obtida no mês de maio no Mercado de Orgânicos no Mercado Municipal do município 
de Curitiba, Estado do Paraná.
As raízes e partes aéreas da planta foram secas em estufa de secagem à 60ºC, 
por 48 horas, trituradas, passadas por tamis de 1,4mm e extraído por método de 
Soxhlet. (CARVALHO, 2009)
2.2 Formação do Complexo Fosfomolibdênico
Foram colocados em tubos de ensaio 1,5 ml do reativo (molibdato de amônio 4 
mM, fosfato de sódio 28 mM, ácido sulfúrico 0,6 M), 1,5 ml de água destilada e 0,3 ml de 
solução amostra na concentração de 200 μg/ml. Os tubos foram parcialmente fechados 
e colocados em banho-maria a 95ºC durante 90 minutos. Após resfriamento a leitura foi 
feita em espectrofotômetro UV a 695 nm, utilizando como branco 0,3 ml de etanol, 
1,5ml de água e 1,5 ml de reativo. Como referências, utilizou-se ácido ascórbico e 
rutina na concentração de 200 μg/ml. Para o cálculo da Atividade antioxidante foi 
utilizada a seguinte fórmula de acordo com Prieto, Pineda, & Aguilar, (1999).
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2.3 Avaliação da capacidade de reação com o radical DPPH
Foram preparados 50 ml de solução estoque de DPPH em etanol na 
concentração de 1 mmol/ml. Foram feitas diluições de 350, 300, 200, 100, 50 mg/ml.  
Para cada ensaio utilizou-se 2,5 ml de amostra e 1 ml de solução DPPH. Como branco 
das amostras substituiu-se a solução de DPPH por etanol e como controle a amostra foi 
substituída apenas por etanol. As leituras foram feitas em espectrofotômetro UV à 518 
nm.
A determinação do IC  foi feita através da fórmula seguinte: 
50
Para o cálculo de IC  foi utilizada a equação da reta, substituindo o valor de y 
50
por 50 para obtenção da concentração da amostra com capacidade de reduzir 50% do 
DPPH. Para cálculo do IC das substâncias referências, a rutina foi utilizada nas 
50 
concentrações de 20 μg/ml; e o ácido ascórbico nas concentrações de10 μg/ml.
2.4 Teste de toxicidade frente à Artemia salina
200mg de ovos de A. salina foram colocados para eclodir em 400 ml de salina, 
durante 48 horas sob aeração contínua, exposição à luz diurna, temperatura entre 27 e 
30ºC e pH 8,0 – 9,0, nas seguintes concentrações do extrato bruto: 10, 100 e 1000 
μg/ml. O ensaio foi realizado em triplicata, tendo como parâmetro de avaliação o 
número de náuplios mortos e vivos, realizada após 24 horas. A análise estatística foi 
realizada usando-se o programa Probitos. (MEYER et al., 1982)
2.5 Determinação da atividade hemolítica
®
O ensaio foi realizado utilizando sangue de carneiro NEWPROV  lavado 3 
vezes com tampão fosfato e a partir do qual foi preparada uma solução de eritrócitos 
2%.  O extrato vegetal testado foi preparado em concentrações decrescentes de 1000, 
 
 
AAR% = [(Abs (amostra) – Abs (branco)) / (Abs (Vit C. ou Rutna ) – Abs (branco) )] x 100 
  
AA% = 100 – [( Abs (amostra) – Abs (branco) ) / Abs (controle) ] x 100 
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500, 200 e 100 µg/ml com tampão fosfato pH 7,4 e suspensão de sangue (2%). O 
material foi colocado em tubos de ensaio, deixado em repouso por 30 minutos e agitado 
delicadamente para se evitar a formação de espuma. Após esse tempo o material 
permaneceu em repouso por 150 minutos e foi levado a centrifugação 3000 rpm por 5 
minutos. Foram observadas a formação de depósito de eritrócitos e a coloração da 
solução, sendo considerada ausência de atividade hemolítica o tubo com solução 
clara, límpida e com depósito de eritrócito, e considerado presença de atividade 
hemolítica os tubos com solução avermelhada. O controle positivo foi realizado com 
tampão fosfato e o controle negativo com água destilada.
3. RESULTADOS 
 
3.1 Formação do Complexo Fosfomolibdênico
A atividade antioxidante do extrato etanólico de Eruca sativa foi calculada em 
relação à vitamina C e rutina, sendo essas consideradas 100%. Resultado pode ser 
visualizado na Tabela 1.
TABELA 1 – Atividade Antioxidante pela Redução do Complexo do Fosfomolibdênio
Assim, o extrato apresenta atividade antioxidante por redução do complexo 
fosfomolibdênio, podendo ser considerada um antioxidante em potencial, 
apresentando 100% da atividade da vitamina C e quando comparado à rutina, 400% da 
atividade.
O Gráco 1, visualiza a porcentagem de inibição do complexo fosfomolibdênio, 
considerando a vitamina C como 100%.
GRÁFICO 1- Porcentagem de Inibição do Complexo do Fosfomolibdênio
 
Amostra 
 
Atividade antioxidante em 
relação à rutina (%) 
Atividade antioxidante em 
relação à vitamina C (%) 
Extrato Eruca sativa 376,49 109,81 
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3.2 Avaliação da capacidade de reação com o radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazila 
(DPPH)
 
Foi calculada a porcentagem da atividade antioxidante relativa e através da 
equação da reta, o IC , cujos valores apresentam-se nos Grácos 2, 3 e 4.
50
 
GRÁFICO 2 - Curva da Vitamina C pela redução do radical DPPH
GRÁFICO 3 - Curva da Rutina pela redução do radical DPPH
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GRÁFICO 4 – Curva do Extrato Etanólico pela redução do radical DPPH
O valor de IC  da amostra foi comparada com os padrões, vitamina C e rutina, 
50
e para vericar diferença entre as amostras aplicou-se o teste de Tukey (p<0,05), e 
diferença estatística Anova. A Tabela 2 apresenta os resultados de Ic  e classicação 
50
segundo teste de Tukey.
TABELA  2 - Resultado de IC  e Teste de Tukey para Redução do DPPH
50
O extrato apresentou valor de IC  superior ao da vitamina C e rutina, sendo 
50
consideradas menos ativas que os padrões analisados, pois uma quantidade maior da 
amostra é necessária para reduzir 50% da concentração inicial do radical DPPH.
3.3 Avaliação de toxicidade frente à Artemia salina
  A toxidade frente à Artemia salina foi estimada através da concentração média 
letal (DL ). Os resultados do cálculo da DL foram submetidos ao teste estatístico 
50 50 
Probitos, e encontram-se na Tabela 3.
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Amostra  
Valores de IC50 em 
μg/ml ± SD 
Classicação segundo 
Teste de Tukey 
VITAMINA C  4,2766 ± 0,0310 a1 
RUTINA  6,6502 ± 0,0260 a2 
EXTRATO ETANÓLICO  532,5588 ± 0,1085 a3 
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TABELA  3 – DL e Mortalidade da A. salina 
50 
Legenda: C – Controle; DL  – Concentração média letal
50
As frações podem ser consideradas ativas, pois a partir do teste estatístico, a 
DL foi de 316,23 µg/ml e 95% de intervalo de conança, ou seja, menor que 1000 µg/ml 
50 
como preconiza a metodologia.
 
3.4 Determinação da atividade hemolítica
Em relação à determinação da atividade hemolítica, os resultados foram 
negativos, não apresentando rompimento das hemácias e o extravasamento de seu 
conteúdo. Garantindo uma base conável para posteriores testes de toxicidade.
4. CONCLUSÃO
Através dos resultados do método de redução do complexo do 
fosfomolibdêbnico, pode-se considerar o extrato etanólico de Eruca sativa um 
antioxidante em potencial quando comparado à vitamina C e rutina. Porém não 
apresentou resultados expressivos na avaliação da capacidade de reação com o 
radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), sendo necessária uma concentração maior 
da amostra para reduzir 50% do radical DPPH inicial. A diferença entre os resultados 
demonstra a importância de se submeter as amostras testadas a outras metodologias 
para melhor avaliar sua capacidade antioxidante.
Em relação à determinação da atividade hemolítica, o resultado negativo do 
teste preliminar realizado, indica que a amostra não apresentou capacidade de romper 
as hemáceas. E o extrato etanólico de Eruca sativa foi considerado ativo na avaliação 
de toxicidade frente ao microcrustáceo A. salina. Considera se assim estes resultados 
de signicativo valor para análises posteriores em ensaios de toxicidade e 
farmacologia.
Amostra Mortalidade/ Concentração DL50 
(µg/ml) 
Int.de 
Conança de 
95% 
C 10  
µg/ml 
100 
µg/ml 
1000 
µg/ml 
Extrato 
etanólico 
0 0 0 10 <1000 -- 
0 0 0 10 <1000 
-- 
0 0 0 10 <1000 
-- 
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